






学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学位授与年月 日
学位授与の要件
研 究 科 専 攻
学 位 論 文 題 目




























論 文 内 容 要 旨
第1章 二枚貝の下痢性貝毒成分に関する研究
下痢性貝毒(DSP)は1976年宮城県 で発生 したム ラサキ イガ イに よる食
中毒が端緒 とな って発見 された 自然毒食 中毒で あ り、主症状 であ る下痢
に因んで命名 された。 これ までに発見 され た下痢性 貝毒 は骨格 構造か ら
3群の同族体 に分 けられる。構造が決 定 され たポ リエ ーテル化合物10成
分(Fig.1)の中で、 最も重要な第1群 は末端 に カル ボキ シル基 を有す
るオカダ酸(OA)、ジノフィシス トキ シンー1、3(DTX1、DTX3)であ り、
強 い下痢原性 を有 し、中毒症状の主原 因 と考 え られ ている。第2群 は 巨
大な34員のラク トン環 を有す るペ クテ ノ トキ シ ンー1～6(PTX1～6)か
らな り、下痢原性 と強 い肝臓 毒性 を持 つので、慢性 毒性 に懸念 が持 たれ
る。第3群 は末端付近 に2個 の硫酸 基 と他端 に トリエ ン鎖 を有す るイエ
ッソ トキシン(YTX)である 。下痢原 性 を有 しな いが、マ ウス致 死毒性
はもっとも強 い。また、 オカダ酸群 に発癌促進 活性が認 め られ た ことか
ら、下痢性貝毒の潜在的危険性が懸念 されて いる。
近年、下痢性貝毒 の発生地域 は世:界的 に拡大 しつつ あ り、特 に、 ヨー
ロッパでは発生の報告が相次ぎ、南 米のチ リでも 中毒 発生 と貝の毒化が
認 められている。 しか し、 いまだに多 くの地域 で化学 的研究 はな され て
おらず、ホタテガイとの毒組成 の差 や、地域 的な毒組成 の特性解 明、毒
性評価についての研究 は必要不可欠 であ る。本研 究 では イタ リア、 アイ
ル ラン ドとチ リ試料につ いて、毒成 分の同定 と毒組 成 の特 徴 を明 らかに
した。従来、カルボキシル基 を有す る下痢 性貝毒成 分 につ いて は蛍光化
試薬9-Anthryldiazomethane(ADAM)を用 いる 蛍光高速液 体 クロマ トグ
ラフィー(HPLC)による微量定量法 が開発 され て いた。本研究 で はこれ
に さらに改良 を加 え、ODSとCNの 二種 のカ ラム を使用す ることによっ
て、さ らに確実 な同定 法を開発 した(Fig.2)。
1)イ タ リア産 イガ イ の下痢 性 貝 毒 成 分
1990年5-9月の 間 に 、 イ タ リアのTrieste、Goro、Rimini、Ancona、
Pescaraの5カ所 で採 取 され た イガ イ 中腸 腺 の アセ トン抽 出液 、 計11検
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体 を分析 し、Table1に示す3地 域 の試 料か らマ ウス毒性 とOAを 検 出
した・Rimini試料ではマ ウス毒性 と蛍光HPLCに よ るOAの 定量結果
が一致 しなかったので、毒の分画 及び精製 を行 い、OAよ り先 に溶 出 し、
強 い細胞 毒性 を持つ4成 分 を分離 した(Fig.3,4)。
2)ア イル ラ ン ド産 ム ラサ キ イ ガ イの 下 痢 性 貝 毒 成 分
ア イル ラ ン ドのCork、Bantry及びHorse島3カ 所 の ム ラ サ キ イ ガ
イ を分 析 した 。Cork湾の上 層 と 中層 及 びNorthChape1の試 料 か らOA
を検 出 し(Table2)、1990年の試 料 で はOAが 主 成 分 で あ る こ と を明
らか に した 。 また、 マ ウス毒性 試 験 の 結 果 は 蛍 光HPLCで 定 量 した 下 痢
性 貝毒 成 分含 量 とよ く一 致 した。NorthChapelの試 料 か ら は7-0-pa1
0Aが 検 出 され た の で 、 そ の精 製 を行 い 、 得 られ たAM-7-0-pa10Aを
FABHSで測定 し、m/z1255に ナ トリ ウム 付 加 イ オ ンが 観 測 され る こ と
で 確認 した(Fig.5,6)。本 成 分 が 二 枚 貝 か ら確 認 さ れ た の は 初 め て で
あ る 。 また7-0-pa10Aの検 出 され な い試 料 で も 、 加 水 分 解 後 にOAが
検 出 され た こ とも あ ったの で 、形 態 の異 な る オ カ ダ酸 エ ス テ ル 新 成 分 が
含 まれ て いる可 能 性 も示 唆 された 。
3)チ リ産 イ ガ イの下 痢 性 貝毒 成 分
南 米 チ リ産 の試 料 につ いて初 め て分 析 を行 い 、 下 痢 性 貝 毒 の 存 在 を確
認 した。 試料 か らはOA、DTX1、7-0-palDTX1が検 出 さ れ た(Table3)
が 、 ほ とん どの試 料 で マ ウス毒 性 がHPLCに よ る 定 量 値 よ り高 い値 を示
し、他 の有毒 成 分 の存 在 が疑 わ れ た 。 そ こで 、 加 水 分 解 に つ い て分 析 を
行 った と ころ 、7-0-palDTX1から予 想 さ れ る 以 上 のOA、DTX1が 検 出
され た(Table3)。 この こ とは7-0-acylエス テル 以 外 のOA、DTX1
エ ステ ル の存 在 を示 唆 して い る。
な お 、罐詰 につ いて も同様 の結 果 が 得 られ た が 、 マ ウス の 症 状 はYTX
の症 状 に似 て いた 。 そ こで 、 アル ミナ カ ラ ム に供 した とこ ろ 、 酸 性 画 分
に毒性 が 認 め られ 、YTX存在 の可 能 性 が示 され た 。 しか し、 試 料 が 少 量
の た め、 これ 以 上 の確 認 は 出来 な か っ た 。 この よ うに 、 チ リで の 下 痢 性
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貝毒 は複雑な成分 を有する ことが 明 らかにな った。
第2章Djnophysfsacu而ηata発生 時 の 海 水 とム ラ サ キ
イガ イ の毒 組成 に 関 す る研 究
下 痢 性 貝毒 の起 源 は餌 の プ ラ ン ク トンで あ り、 低 密 度 の 発 生 で貝 が 毒
化 す る。 日本 で は渦鞭 毛藻 に属 す るDlnophysfsfortffが毒 化 原 因種
と して知 られ て いる。 同 じ渦鞭 毛 藻 に属 す るP.acu皿jnataにつ い て は
本 研究 室 のLEEが 、フ ラ ンスの セ ー ヌ河 口産 の赤 潮 藻 体 か ら、 オ カ ダ酸
を検 出 した 。 また 、Sechetはノル ウ ェ ー で本 種 が 毒 化 原 因 とな る こ と
を示 した 。 さ らに 、丑acu加 ηataはオ ラ ン ダ 発 生 した ム ラ サ キ イ ガ イ
の毒 化 の容 疑種 と して も報 告 され て いる 。 しか し、 ヨ ー ロ ッパ 産 のP.
acロmjηataを且sacculusとす る説 も あ り、 日本 のP.acロmlnataとの
違 いが 指摘 され て いる。 この よ うに 、1Lacロmjna亡aの日本 で の 二 枚 貝
毒 化 に対 す る関 与 は未 解 明で あ った 。更 に下 痢 性 貝毒 が 渦 鞭 毛 藻 の 細 胞
以 外 にも 、な ん らかの 形 で海 水 中 に存 在 す る可 能 性 も 疑 わ れ て いた 。 そ
こで、1992年9月、気 仙 沼湾 で1Lacu皿fnataが増 殖 した の を機 会 に 、
これ らの 問題 解 明 を試 みた 。
1)P.acロ 用fnata発生時 の海 水 中の 毒 の分 析
且acロ証nataが1000cells/1.を超 え た9月7日(試 料1)と28日
(試料2)に 採取 した 海 水各100リ ッ トル を脱 脂 綿 を充 填 した ガ ラ ス
フ ィル タ ーで 濾過 し、 濾液 をさ らにXAD-2カ ラ ム に通 した 。 脱 脂 綿 と
XAD-2カラム を脱 塩 水 で洗 浄 後 、 そ れ ぞ れ を メ タ ノ ール で溶 出 し、試 料
1の ガ ラ ス フ ィル ター保 持 物 をSample1、XAD-2吸 着 区 をSample2
と した 。 試料2か ら.同様 に してSample3と4を 得 た 。 また9月7日
に、20μmの プ ラ ン ク トンネ ッ トで 濃 縮 した 海 水2リ ッ トル をBuOHで
抽 出 し、濃縮 してSample5と した 。 各 試 料 に つ い て 蛍光HPLCを 行 い、
Sample1、2、4からDTXIを 検 出 した(Table4)。この結 果 、 ρ.aor
而 丑説aが 下 痢 性 貝毒 の原 因生 物 で あ る こ と を確 認 した。また 、Sample2
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では細胞毒性 と蛍光HPLCの定量結果 が一 致 しなかった ので、毒 の分画
及び精製 を行 い、OAよ り先 に溶出す る細胞毒4成 分 をほぼ純 粋 に分離
した(Fig.7,Fig.8)。それ らの成分 のマススベ ク トル はm/z333、383、
547、595に分子量関連 と思われるイオ ンを示 したが、 確認 には至 らな
か った(Fig.9)。しか し、いずれ も不飽和 長鎖脂肪酸 よ り大 き く、極
性も高いので、試料の細胞毒性 は脂肪酸 によるもの ではな い。
XAD-2を用 いることによって、海:水中の下痢性 貝毒 が測定可 能 なこ と
を示 したのは今 回が初めてである。
2)aacumlnata発生時のムラサ キ イガ イの毒組成
海水試料 と同時期 に同 じ水域で採 取 したム ラサ キイガイの 中腸 腺39.7
gを分析 し、7-0-palDTX1を検 出 した(Table5)。しか し、 マ ウス毒
性 と蛍光HPLCの定量:結果が一致 しなか った ので、海水試料 と同様 に毒
の分画及び精製 を行 い、OAよ り先 に溶 出す る細胞 毒3成 分 を分離 した
(Fig.10)。この3成 分は先 に海水か ら分離 した細胞 毒4成 分 とは溶
出時間が異なっていた。二枚 貝の細胞 毒 と海水 中の成 分 とが異な る理 由
としては、貝体内での変換が考 え られ た。 及acu而nata増殖 時 の海水
か らはDTXIが検出 され、 同 じ水域 で採 取 したム ラサ キイガ イか らは
7-0-pa王DTX1だけが検 出された こ とは、DTX1が 貝の体 内で7-0-pal
DTX1に変化す るとい う従来の推定 を支持 した。 蛍光HPLC分 析の結果
はフラクション1と3が 既知 のDSP成 分 とは異な る。 カルボ キ シル化
合物 である ことを示 した(Fig.11)。また、マ ウス毒性試験 の結果 と蛍
光HPLCによる定量値が一致 しない理 由 と して、 細胞毒3成 分 のマ ウ
ス致死毒性が考 え られた。今後 さ らに検討 す る必要 があ る。
第3章 下痢性貝毒成分の酵素的変換に関する研究
第2章 に述 べ た よ う に、 プ ラ ン ク トン と二 枚 貝 で は 毒 成 分 が 異 な る こ
とが あ る 。7-0-palDTX1はDTXIの7位 の 水 酸 基 が パ ル ミチ ン酸 で エ
ス テ ル 化 され た成 分 であ る 。従 来 、OAとDTXIはP.fo鉱f1か ら検 出
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・同定 された が 、7-0-palDTX1はプ ラ ン ク トンか ら は検 出 され て いな
い。 従 って 、DTX1のエ ス テル 化 は二 枚 貝 の体 内 で 行 わ れ る と推 定 さ れ
て いた が、 実証 はな か った 。 また 、 貝 自身 の酵 素 が 変 換 を行 な うの か 、
貝 の腸 内細菌 が 行 な うのか も不 明 で あ っ た 。 さ ら に、 関 連 す る酵 素 の 種
類 も不 明 で あ った 。本 研 究 で はDTX1の 環 状 構 造 に 着 目 して 、 コ レス テ
ロ ール エ ステ ラ ーゼが オ カ ダ酸 グル ー プ を基 質 と して 、 認 識 す る か ど う
うか を研究 した 。 実験 には市 販 の ブ タ膵 臓(Hogpancreas)とバ ク テ リ
ア(Pseudomonassp、)由来 の コ レス テ ロ ール エ ス テ ラ ー ゼ を用 い 、7-
0-palDTX1とDTXIの酵 素 的変 換 を検 討 した 。
1)基 質 毒 の精 製
1988-9年に採 取 され た 青森 産 ホ タテ ガ イ 中腸 腺(71Kg)の ヘ キ サ ン
可 溶 区か ら、 その1/4(624g,57000湘)を 取 り、DTX3の精 製 に用 い
た 。最終 的 に13.6㎎ の7-0-palDTX1を分 離 し、 純 度 を 覧C、1HN隙
ス ペ ク トル 、FA脳Sス ペ ク トル(m/z1057〔M+H〕+、1079〔H+Na〕+)で確
認 した 。
2)7一 Ω一palDTX1の酵 素 的 加水 分 解 ノ
7-0-palDTX1の加 水 分解 に よ り生 成 したDTX1を 二 種 の カ ラム を 用
いた 蛍 光HPLCと 質 量 分 析 に よ り確 認 した 。 また 、 蛍 光HPLCで 求 め た
DTX1量か ら加 水 分解 率 を計 算 した 。細 菌 由来 の コ レス テ ロ ール エ ス テ ラ
ーゼ は ブ タ膵 臓 由来 の酵 素 に比 べ て 加 水 分 解 率 が 極 端 に 低 か っ た の で 、
本 研究 は ブタ膵臓 由来 の酵 素 を用 い て 、Fig、12に 示 す よ うに 行 っ た 。
リ ン酸 緩 衝液(0.15哲,pH=7.0)/メタ ノール 系 に 、7-0-palDTX12μg
を 加 えた場 合 、 加水 分 解 至適 条 件 は反 応 温 度:37℃(Fig.13)、反 応 時
間:30分(Fig.14)、メ タ ノール 量:20μ1(Fig.ユ5)、酵 素 液(o.01u/
μ1リ ン酸 緩 衝液):40μ1(Fig.16)、界 面 活 性 剤TritonX-100(1μg/
μ1リ ン酸 緩衝 液):24μ1(Fig.17)であ った 。 同 条件 で は7-0-pal
DTX1加水 分解 の逆 反 応 は反 応 の進 行 しな か った 。
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第4章 神経性貝毒に関する研究
1992年12,月か ら翌年1月にか けて、ニュー ジーラ ン ドで は初 め ての二
枚 貝による大規模な食中毒が発生 した 。 中毒患者 は200名 以上 に達 し ・
たが死者はなか った。貝の毒化は北島 に集 中 してお り、1月22日 に二枚
貝の水揚げは全面的に禁止 された。 中毒症状 として は頭痛 、倦怠感 、関
節痛、 目まい、呼吸困難 、顔面 の知覚異常や まひ 等の神経症 状が主体 で
あったが、胃痛、吐 き気、下痢 、嘔 吐な どの消化 器系症状 も見 られ た。
この中毒 は最初 は麻痺性 貝毒 と疑 われたが、われ われの研究 に よって神
経性貝毒 と決定 された。 しか し、中毒症状が複雑 な ことや 、貝 の毒 化が
広域 にわた って いることか ら、下痢性 貝毒や麻痺性 貝毒 につ いても確認
が必要 と考 え られた。そこで、毒化時期 に入手 したプラ ンク トン及 び毒
化二枚 貝につ いて、プランク トンと毒 化の関係、 二枚 貝の種類 別毒性 、
毒 の種類 と性 質、及び、毒の精製 につ いて検 討 し、本 中毒 の特徴 を明 ら
か にした。
1)原 因 二枚 貝 と毒 の種類
本 研究 で はTable6に 示 す3つ の 試 料 グル ー プ を用 いた 。
グル ープ ー1は タス マ ン湾 で採 取 さ れ たP.ac厩aとP.acu而nata
(1瓦acutaの含 量 が86%)の 混 合 プ ラ ン ク トン試 料 とホ タテ ガ イ の 中
腸 腺 で あ る。 下痢 性 貝 毒成 分 を測 定 した と ころ 、 プ ラ ン ク トンか らは
OAが 検 出 され た が 、貝 か らは検 出 され な か っ た 。
グル ープ ー ∬、 皿はFig.18の方 法 に従 っ て 、 ヘ キ サ ン(Hex.fr)、
ジ ク ロ ロ メタ ン(CH2C12fr)、塩 酸(HC1-fr)の各 可 溶 区 に分 画 し、
マ ウス毒 性 試験 で毒 力 を測 定 した 。 つ いで 、 毒 の 用 量 とマ ウス 致 死 時 間
の 関係 を調 べ た 。 モエ ギ イガ イ(No.3)のCH2Cl2frで の死 亡 時 間 は
2時 間 以 内で あ った が(Figl19A)、マ ガ キ(No.4)で は そ の5倍 以 上
(15時間)を 必要 とした(Fig.19B)。また 、 症 状 の 相 違 か ら判 断 して
CH2C12frには少 な くとも速 効 性 毒 と遅 効 性 毒 の2成 分 の存 在 が 推 定
され た。 マ ウス の症状 と して は激 し い痙 攣 、 呼 吸 困難 が 見 られ た 。 ヌ ノ
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メオオハナガイ(No.5)のHex.frは、マ ウス の死亡時 間が長 いのが特
徴で、4時 間以上 を要 し、代表的遅 効性 毒であ った(Fig.20)。マ ウス
の症状 としては長時 問継続する呼吸 困難 と死亡 直:前の激 しい痙 攣 が見 ら
れた。
2)原 因毒の精製 と性 状
原因毒 の精製にはニ ュージニラン ドの北 島SnakeBankで採 取 された
モエギイガイのむき身9Kg(No.6)を用 いた。試料 のアセ トン抽 出液 を
溶媒分画 によって高極性画分(HPF)と低極 性画分(LPF)に分 けた。次
に、LPFを 順相や逆相 カラムを用 いて精製 し、 有毒成 分1を 分離 した
(Fig.2ユ)。一方、HPFを含水プ ロパ ノール を溶 媒 と して逆 相 カラムや
ゲルろ過 を行 い、有毒成分2を 分離 した(Fig.21)。マ ウス毒性試験 の
結果、 この試料中の成分2の 毒量 は成分1の2倍 あ り、高極性 画分 の毒
が主体であった。また～両成分 はマ ウスの症状や極 性 でも異な って いた。
有毒成分1を 注射 したマ ウスはほぼ1時 間 以内 に死 亡 し、激 しい痙 攣、
四肢麻痺 と呼吸困難が見 られた。成分2で はマ ウス腹 腔 内に注射後、数
分間で呼吸異常が生 じたが、その進行 は成 分1ほ ど急速 ではな く、死亡
には4時 間以上 を要 した。
従来、神経性貝毒 の原因毒 はブ レベ トキシ ン類 であ ろう と推定 され て
いたが、実験的な証明 はなされ ていなか った。本実験 の結果 、複数の毒




1.カ ルボキシル基 を有する下痢性貝毒成 分 を確実 に同定す る 目的 で、
蛍光一高速液体 クロマ トグラ フィーにつ いて検討 し、2種 のカラム
を使用する改良法 を設定 した。 また、新規 天然同族体 の溶 出位置 と
定量方法を確定 した。
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2.イ タ リア 、 アイル ラ ン ド、 チ リの 毒 化 二 枚 貝 中 に存 在 す る 毒 成 分 を
同定 し、毒 組成 を明 らか に した 。 特 に 、 イ ガ イ類 か ら初 め て7-0-
pa10Aを確認 した 。
第2章:
1.宮城県で9月 に採取 した0.acu而nataおよび濾過海 水か らDTX1
を検 出し、本種が下痢性貝毒 原因種 である ことを確認 した 。
2.プ ランク トンおよび濾過海水 か らはDTXIが、ム ラサキ イガ イか ら
はDTX3が検出されることか ら、貝体 内ではDTX1か らDTX3への
変換が起 きると推定 した。
3.P.aou臆nata発生時の海水及びム ラサキ イガイの両者 か ら、未 知の
細胞毒成分 を検 出 した。これ らの成分 はク ロマ ト挙動 、FA脳S、蛍光
HPLCの結果 から遊離脂肪酸 とは異 なる新規成 分 であ ると推 定 した。
第3章:
1.コ レステ ロールエステラーゼ によって、DTX3はDTXIへ分 解 され
た。 この事実は生体内での酵素 的逆 反応 の可能性 も示唆 した。
2.ブ タ膵臓酵素は細菌の酵素 よ りも効率 良 く反応 を触 媒 した。 この こ
とは二枚貝体 内での変換が細菌 よ りも二枚 貝 自身 の酵素 で行わ れる
ことを示唆 した。
3.DTX3の酵素的加水分解条件につ いて検 討 し、 メタ ノール含:量、酵 素
量、乳化剤濃度、反応温度、反応 時間等の至適 条件 を明 らか に した。
第4章:
1.ニ ュージーラン ドで発生 した二枚 貝食 中毒 試料 を分 析 し、PSPや
DSPの出現 の可能性 は低 く、神 経性 貝毒が主体 であ る ことを示 した。
2.脂 溶性区から速効性毒 と遅効性毒 の2成 分 を分離 し、それ ぞれマ ウ
スの症状や極性が異なることを明 らか に した。
3.神 経性貝毒 の原因毒 は従来推 定 されて いた ブ レベ トキ シン類 で はな
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次に,国 内沿岸域に広 く分布す るにもかかわ らず,二 枚貝の毒化への関与が未確認であった
Dinophysisacuminataについて毒性,毒 組成,及 び毒化への寄与を検討 した。その結果,
D.acuminata藻体及び同種出現海域のムラサキガイからDTXIを検出し,本種を下痢性貝毒の毒
化原因種と同定した。また,本種が体外に毒を分泌 しないこと,及び,機器分析とマウス毒性試
験の不一致は細胞毒性成分の存在によることが推論された。
渦鞭毛藻と二枚貝の毒組成の対比によって,OAやDTX1の蓄積 ・代謝には二枚貝体内でのエ
ステル化と,その加水分解反応が関与することが推定された。そこで各種酵素の検討を行い,ブ
タ膵臓由来のコレステロールエステラーゼが細菌由来の同酵素 より効率良 く加水分解を行う事実
を明らかにし,エステル化反応は腸内細菌ではなく貝自身の酵素によって解媒されると推論した。
1992年12月か ら1993年にかけてニュージランドで発生 した大規模な二枚貝食中毒試料を分析
し,本中毒を神経性貝毒と確定した。続いて,試料中には極性と作用の異なる2成分が存在 し,
いずれも新成分であるとの知見を得た。
これ らの研究成果は二枚貝の毒化現象の解明に大きく貢献するものとして評価されるので,博
士(農学)の 称号を授与するにふさわしいと判断された。
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